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^) Nouvaaux complaxas d'acJda nuclaiqua at da polymara, laur procada da praparatlon at laur utilisation pour 
la transfactlon da callulas. 

^) L'tnventlon ooncemo un complaxa antra au motns un 
aZSoa nuddk^ua diarg^ nteativament at au mofris un 
conjugud poym^rlqua charga positivamant la l^son antra 
rackja nuclaiqua at la oof^ugud polym4riqua 6tant da na- 
ture 4iactrostatk|ua, ia conjugu^ polymdHque contenant un 
potymdra fcfm4 da motifs monomeras portant das fonc- 
tkms NH/ I9)ras das susdits motifs et 6tant tal que: 

- las fonctkms NH/ Itoras das susdrts motifs sent substS* 
tutea dans un rapport d'au motns 10 %, avantageusement 
de 45 % ^ 70 %, notarnmertt de 60 %. par das rasklus non 
charge entratnant una diminutk>n des charges posrtivas 
par rapport au mdma coryugud polymdrlqua non substitu^, 
facitttant la relargage da Tackle nucl^ue par la dissocia- 
tion du complaxa, 

- tes susdits r^sidus possedant en outre las proprldt^ 
suivantas: 

- its component au motns un groupa hydroxyle, 

- lis na correspondent k aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un rdcepteur membranalra cellulaira, 

- les fonctk>ns NH * libras das susdits motifs et^ou las 
gnoupes hydroxyles das susdits rteidus pouvant dtre 4ga- 
lament substitueas par au moins una rTK>ldcula qui constl- 
tua un signal da reconnaissance reconnu par un r^epteur 
membranaire cellutaira, sous reserve que le conjugu4 poty- 
m^rlque contienne au moins 30 % de ranctk)ns NH/ lloras. 
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NOUVEAUX COMPLEXES D ACIDE NUCLEIQUE ET DE POLYMERE, 
l EUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR UTILISATION POUR 
LA TRANSFECTION DE CELLULES. 



L'introductioa d'un gene etranger dans une cellule est d'un grand mteret 
pour la therapie genique. Tandis que dans les experiences in vitro, des methodes 
generates utilisant la precipitation par le phosphate de calcium, le dextran 
DEAE ou les lipides cationiques sont appropriees, des methodes plus selectives 
sont necessaires pour transferer de fa?on specifique un gene dans une populaaon 
de cellules domiees. dans le but de developper une therapie genique. Parmi ces 
methodes selectives, le transfert de gene peut etre obtenu en utUisant, sou un 
materiel viral modifie, allant d un virus de vaccine a un retrovinis. sou des 
liposomes cibles. soit des complexes de genes et de macromolecules cbles. I^s 
complexes ADN/vecteurs tels que asialoorosomucolde, insuline ou transfemne 
lies i la polylysine ont ete deji proposes comme vecteurs guides de plasmides 
pennettant la transfection de cellules selon un proc^de d'endocytose induu par 
les recepteurs correspondants: le recepteur specifique des galactosides (lectme) 
pour rasialoorosomucoide. le recepteur de Tinsuline et le recepteur de la 
transferrine. 

II a ete etabli que de nombrcuses cellules animales possedent des lectmes 
membranaires [Monsigny M.. Roche A.C., Kieda C, Midoux P., Obrenovitch 
A Characterization and biological implications of membrane lectms m tumor, 
lymphoid and myeloid cells. Biochimie, 1988: 70: 1633-49; Varki A. Selectm 
and other mammalian sialic acid binding lectins. Curr. Op. Cell. Biol.. 1992. 4. 
257-66] qui reconnaissent specifiquement des osides de strucmres diverses. En 
particulier. la lectine membranaire des cellules du parenchyme hepaaque qm 
recoonait des strucmres glucidiques comportant un residu galactose en posmon 
tetminale. c'est-a-dire un galactose ayant toutes ses fonctions alcooliques hbres, 
ce qui est le cas de glycoproteines seriques desialysees [Ashwell G.. Harford J. 
Carbohydrate-specific receptors of the liver. Ann. Rev. Biochem., 1982, 51: 

531-54]. . ^ 

La specificite de ces lectines depend du type de cellules et par consequent, 
les lectines membranaires sont de bons candidats pour le transfert de gene par 
des complexes glycoconjugues/ADN comme porteurs specifiques. I^s 
glycoconjugues solubles portant des residus de sucre defmis ont ete utilises pour 
introduire efficacement des medicaments, y compris des drogues cytotoxiques, 
des toxines. des immunomodulateurs. des drogues antivirales (Mons.gny, M., 
Roche A C Kieda, C. Midoux. P. and Obrenovitch, A. (1988) Biochimie 70: 
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1633-1649 2; Roche. A.C., Midoux, P., Pimpaneau. V.. Negre. E., Mayer, R. 
and Monsigny. M. (1990) Res. Virol. 141: 243-249] et des oligonucleotides 
[Bonfils E.. Depierreux C, Midoux P.. Thuong N.T.. Monsigny M.. Roche 
AC. Drug targeting: syndiesis and endocytosis of oligonucieotide- 

5 necglycoprotein conjugates. Nucleic Acids Res., 1992. 20: 4621-9; Bonfils E., 

Mendes C. Roche A.C.. Monsigny M.. Midoux P. Uptake by macrophages of 
a biotinylated oligoKx-deoxythymidylate by using mannosylated strepiavidin. 
BioconjuguateChem.. 1992. 3: 277-84]. 

Le transport des plasmides par des macromolecules susceptibles d'etre 

,0 reconnues specifiquemem par des composes de la membrane plasniique des 

cellules cibles releve d'une demarche imitant le mecanisme d'entree du materiel 
genetique viral dans U cellule. Dans tous les cas decrits jusqu'i present, le 
complexe plasmide-transporteur macromoleculaire est recomiu specifiquement 
par un recepteur membranaire qui enu-aine le complexe dans des vesicules 

,5 d'endocytose. dans des endosomes, et probablement dans d'autres 

compartiments intracellulaires plus profonds. eloignes de la membrane 
plasmique. 

Cependant, le passage transmerabranaire de I'ADN plasraidique est une 
etape critique vis k vis de la liberation dudit ADN dans le cytosol et/ou le 
20 noyau, ou le gene sera exprime. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes stables d acide nucleique 

et de polym&re substitue. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux complexes d'acide 
nucleique et de polymdre substinies susceptibles. en se dissociant, de relarguer 
25 l acide nucleique. afm de permettre une bonne expression de I'acide nucleique 

Hans les cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue ne presentant pas de signaux de reconnaissance et 
susceptibles de transfecter plusieurs types de cellules. 
30 L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 

polymere substime presentant des signaux de reconnaissance reconnus par des 
recepteurs membranaires. conferani un caractere selectif de la transfection vis a 
vis de differents types cellulaires. 

L'invention a pour objet un procede de transfection specifique in vitro ou 

35 in vivo. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux conjugues de polylysme 
susceptibles d'etre complexes a un acide nucleique en vue de la transfection 
selective d'une cellule. 
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L iovmion a «galen.=n. pour o*. de nouvell« composi*^ 
ptanm«ud<pH» comenan., a u« d. substance active, un compile d ADN =. 
depolymiresubstinie, DolairanenldepoiyijSioesabsataM. 

L inventlo. a egalem^. po.r obje, de nouvcaux complexes d ac.dc 
oudeioue a de polymere substioic possedan, uoe hautt solubilM dans le serum 
"r^^loUqu. .rdL ouHeux de cu.mras, sus^tibles d ^TC adnu^sues ,„ 

vivo a des doses His elevies. 

Dans UK de ses difimtions les plus gSnftaies, rmveM,on concemc un 
complexe enae au moins u„ acide m-cHique ,ui es. charge „6gaUvemen. « au 
moil un co^n^ POiym^ricue charge poshiven«n,, la !ia«a en« I a^ 
nuclei<p.e e. le coniugue pol,m^ri,ue eunr de namre elecTosuu<,ue, le co^gue 
polynlique contenan. des motifs monom*r=s pomnt des foncnons NHj 
libresdessusditsmotifeetitantielque; 

. les fonctions NH3+ libr«i des susdits modfs son. subsnmees da^un 
rappon d au moins 10%. avanugeusemem d. 45% i 70%. ««amm=n. de «%. 
p^^s residus non charges en^nant une diminution des charges posmves p« 

I'acide micleique par la dissociation du complexe. 

- les susdits residus possedanl en outre les proprietes suivantes: 
Us component au moins un groupe hydroxyle, 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

les fonctions NH3+ Hbres des susdits motifs et/ou les groupes 
hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substituees par une 
molecule qui constime un signal de recomuissance reconnu par un recepteur 
membranaire ceUulaire. sous reserve que le conjugue polymenque, apres 
substitution par les susdits residus et par les susdits signaux de reconnau^sance. 
contienne au moins 30% de fonctions NH3 + libres. 

L'originalit^ de I'invention repose sur rutilisation d'un polymere substime 
par une quantite suffxsante de residus permettant, 

i) de former des complexes stables avec un acide nucleique. ARN et 
ADN notammem I'ADN, par interactions electrostatiques avec les charges 
negatives de I'acide nucleique. notamment de I'ADN et le reste des charges 
positives du polymere substime par les susdits residus. et 

ii) de facUiter la dissociation du complexe et le relargage de 1 acide 
nucleique afm de permettre une bom. expression du gene dans """J^^' 

En effet le susdit polymere substime permet une condensation de 1 ADN 
qui reste ires' forte par suite d'un phenomene cooperatif entre les charges 
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positives et negatives du polymere et de TADN. Le polymere substitue par 
exemple a 58% avec un susdit residu possede mo ins de charges positives, ce qui 
reduit la cooperativite des interactions et facilite la dissociation entre I'ADN et 
le polymere. 

La dissociation du complexe peut etre mesuree dans les conditions decrites 
a propos de la figure 6. 

Pris isolement, le conjugue polymerique contient des monomeres portant 
des fonctions NH2 libres, susceptibles dans les conditions de pH appropriees 
(pH < 10), de devenir NH3 + . 

Par ailleurs, la presence d*un signal de reconnaissance membranaire 
cellulaire n*est pas obligatoire. 

L'expression selon laquelle '*les residus substituant NH3~*~ ne 
correspondent a aucun signal de reconnaissance membranaire cellulaire" signifie 
qu'ds ne correspondent a aucun signal dans la mesure des connaissances 
actuelles de la licterature. 

Par signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, on designe gei^ralement une molecule ou un complexe moleculaire 
capable de reconnaltre selectivement un ligand (affinitd signal-recepteur > 
lCPl/moIe)v 

Le nombre de signaux de reconnaissance qui substiment les NH3 libres 
des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des susdits residus varie de 0 a 
40%. 

Etant donne que le nombre de NH3 libres sur le conjugue polymerique 
doit etre d'au moins 30%, lorsque les NH3**' des susdits motifs sont substitues 
par 10% de residus non charges notamment gluconoyle, les signaux de 
recoonaissaiKre peuvent etre jusqu*a 40% sur les 90% des NH3~^ non engages 
avec des residus non charges et/ou sur les groupes hydroxyles des susdits 
residus. Lorsque les NH3'^ des susdits motifs sont substimes par 45% de 
residus non charges, les signaux de reconnaissance peuvent etre sur 25 des 55 % 
des NH3^ non engages avec les residus non charges et/ou sur les hydroxyles 
des susdits residus. En revanche, lorsque le nombre de NH3*^ engages dans des 
liaisons avec les residus augmente jusqu'a 70%, afin que le conjugue 
polymerique garde au moins 30% de NH3'^ libres, les signaux de 
reconnaissance ne peuvent plus etre que sur les hydroxyles des susdits residus. 

L' invention conceme notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativemeni et au moins un conjugue polynierique charge 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de nature electrosiatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
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de motifs monomeres portant des fonctions NH3 libres des susdits motifs et 
etant tel que: 

- les fonctions 1^3^*" libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%. avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substicue, facilitant le relargage de 
I'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

-> ils component au moins un groupe hydroxy le. 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3 libres des susdits motifs des susdits residus pouvant 
etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve 
que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3^ 
libres. 

L* invention conceme notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 
positivemenc, la liaison entre T acide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres porunt des fonctions NH3 ^ libres des susdits motifs et 
etant tel que: 

- les fonctions NH3 libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de 
r acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comporteni au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
recoimu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
au moins une molecule qui consume un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique 
contienne au moins 30% de fonctions ^^H3''" libres. 

Selon un mode de realisation avantageux, 1* invention conceme un 
complexe entre au moins un acide nucleique charge negativement et au moins un 
conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et 
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le conjugue polymerique etant de nature electrostatique. le conjugue 
polym^rique contenant ua polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3+ libres, notammeni des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3^" libres des susdiis motifs sont substimees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%. notamment 
d'environ 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au merae conjugue polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du coraplexe et le reiargage de I'acide nucleique. 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils component au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- 0 a 40% du nombre des fonctions NH3+ libres des susdits motifs etant 
egalemeni substimees par une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur merabranaire cellulaire, ce signal de 
reconnaissance ayant un poids moleculaire inferieur a 5000, sous reserve que le 
conjugue polymerique contieimc au moins 30% de fonctions NH3 + libres, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant Tetre a raison 
d'une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou 
d'environ 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

L' invention coiKeme plus particulierement un complexe entre au moins 
un acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 
charge positivement, la liaison entre l acide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de namre electrostatique, le conjugue polymerique contenant 
un, polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3 ^ libres, 
notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substimees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%. notamment 
d'environ 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du complexe et le reiargage de I'acide nucleique, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

^ ils coraportent au moins un groupe hydroxyle, 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3^ libres des susdits motifs pouvant eu-e egalement 
substimees par une molecule qui constime un signal de reconnaissance 
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membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids moleculaire 
inferieur a 5000. 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant Tetre a raison 
d une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou 
d'environ 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique, 

Dans ces conditions, compte tenu du faible nombre de signaux de 
reconnaissance, au moins 30% des NH3+ du conjugue polymerique sont libres. 

Lorsqu*ils sont presents, les signaux de reconnaissance ont pour but de 
conferer a la transfection la selectivite de la transfection vis a vis de differents 
types cellulaires et de rendre efficace la transfection in vivo, 

Les signaux de reconnaissance ont egalement pour effet, compte tenu de 
leur charge generalement neuu-e, d'entrainer une diminution des charges 
positives du conjugue polymerique. 

Les signaux de reconnaissance som des molecules de petite masse 
moleculaire (< 5000 daltons). 

Le nombre de molecules de signal de reconnaissance fixe sur le polymere 
modifie peut etre, 

- pour une molecule signal de tres haute affinite vis a vis de son recepteur, 
de 0,5 a 5, avantageusement 1 molecule pour environ 10 000 motifs monoraeres 
de polymere substime soit 1 molecule pour environ 50 molecules de polymere 
substitue; 

- pour une molecule signal de moyeime affinite vis a vis de son recepteur, 
d'environ 10 a environ 100, avantageusement 60 molecules pour environ 10 000 
motifs monomeres de polymere substitue. 

Une molecule signal de tres haute affmitd correspond a une valeur de Ka 
d'au moins 10^ L/mole. 

Une molecule signal de moyenne affinite correspond a une valeur de Ka 
d'au moins 10* l/mole. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
r invention, le polymere contient un groupement polymerique de formule (I) 
suivante: 

NH CH C 



I II 
(CH2)n O 
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dans laquelle: 



p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 



200, 



. n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de preference 4. 
, ce groupement polymerique conienant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)jxi-Ri . notamment un reste dihydroxypropionoyle, 
eryihrononoyle. threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle. 
gluconolye, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 

. m est un nombre entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, 
. Rj represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone, 
noiammem CH3 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 , 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3"^ libres, et 
notamment a raiison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule pour environ 10 
000 motifs, 

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules pour environ 
10 000 motifs. 

Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
complexe comme deflnit precedemment, dans lequel le polymere comprend un 
groupement polymerique de formule (II): 

NH CH C — 



I II 
(CH2)4 O 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees ci-dessus, 
* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)in-Ri, ^ ayant la signification indiquee ci-dessus. 
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* le reste des radicaux. c'est-a-dire 30% i 90% du nombre des 
radicaux R repr6sentent NH3 + . et de 0 a 25% des radicaux R pouvant etre 
subtitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance rernnnii 
par un recepteur membranaire cellulaire. sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonciions NH3+ libres. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de 1' invention, le 
polymere comprend un groupement polymerique de formule (II): 



■NH 



CH 



(CH2)4 O 



(ID 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees ci-dessus. 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)in-Ri, ^ « R^ ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux. c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 + . 

Dans cctte dasse de complexes de I'invention, le polymfere est de la 
polylysine. 

Comme le montrent les exemples. les cellules HepG2 (hepatocarcinome 
humain) sent efficacement transfectees par de la polylysine substituee par 58 ± 
12% (110 ± 22 residus) gluconoyles (environ 300 fois plus qu'avec le plasmide 
seul). Les polylysines substimees par peu ou u-op de residus gluconoyles sont 
pas ou peu efficaces pour oblenir une bonne transfection. 

U polylysine substimee par 58 ± 12% de gluconoyles a pennis de 
transfecter differentes cellules (humaines et murines, adherantes ou en 
suspension) avec una grande efficacite, modulee scion le type cellulaire et le 
promoteur utilise. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
rinvention. le polymere comprend un groupement polymerique de formule (II): 
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NH 



L 



-CH C 

I II 
(CH2)4 O 
I 



(II) 



!P 



dans laquelle: 

p a la signification indiquee ci-dessus, 

- ce groupcment polymerique contenant un nombre p radicaux R 

panmi lesquets: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R represenient un groupe 
NH-CO-(CHOH)|n-Ri, m et Rj ayant les significations indiquees ci-dessus. 

* le reste des radicaux, c*esi-a-dire 30% a 90% des 
radicaux R representent d'une pan NH3''' et d'auire pan une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 
molecule pour 10 000 motifs. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de T invention, le 
polymere comprend un groupement polymerique de formule (TI): 



NH CH C 



I II 

(CH2)4 o (n) 

I 



dans laquelle: 

. p a la signification indiquee ci-dessus, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R panni 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)nj-Ri, ^ «^ ^1 ^yant les significations indiquees ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% de ces radicaux 
R representent d'une pan NHs+et d'autre pan une molecule qui constime un 
signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules 
pour environ 10 000 motifs. 
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Dans les complexes de 1' invention, ie signal de reconnaissance pent etre 
choisi parmi: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, ct choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d ' asi aloglycoproteine 

Gaip 4GIcNAcp 2 Mana 6^ 

Manp 4GlcNAcp 2 4GIcNAcP 



Galp 4GlcNAcp 4 
Galp 4GlcNAcp 2- 



Mana 3 ' 



b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d ' asialoglycoproteine 



Mana 6 



Mana 3' 



Galp 4GlcNAcp 6 
Gaip 4GIcNAcp 2 
Galp 4GIcNAcP4 
Galp 4GlcNAcp2^ 

c. Lewis x: LECAM 2/3 
Gaip 4 

^GIcNAcp 3Galp 
Fuca 3^^ 

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neii5Aca3Gaip4^ 



GlcNAcP 3Gaip 

Fuca 3 ''^^ 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcP 
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e. Derive de Lewis x sulfate (HNKl): LECAM 1 



(SO3-) 3GIc UAP 3Gal(i4, 



Fuca 3 



GlcNAcP 3Galp 4Glc 



f. Oligomannoside: recepteur du mannose 



Mana 2Mana 6 



\ 



Mana 6, 



Mana 3 



ManP 4GlcNAcp 4GlcNAcP 



Mana 2Mana Mana 3 ' 



g. Oligomannoside phosphoryle: recepteur de mannose 6 phosphate 



(HPO3-) 6 
Mana 2- 

(HPO3-) 6 
Mana 2 



Mana 6 



Mana 3 



Mana 6. 



Manp 4ClcNAcp 4GlcNAcP 



Mana 2 Mana 3 ' 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de GalNAc 4 
sulfate 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 6 



Manp 4GlcNAcp 4GIcNAcP 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcP 2Mana 3 



B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus par 
des recepteurs de la paroi vasculaire. tels que par exemple: 

- polypeptide vasodiiatateur intestinal (VIP) 
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 
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SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 
' bradykinine 
RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides coatenant la 
sequence RGD tel que le recepteur de la fibronectine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les fonnyl peptides et antagonistes: 
FMLP. (N-fonnyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 
a-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV-NH2 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

- le tetrahydrofolate, 

- Tacide folique, 

- la carnitine. 

Dans les complexes de Tinvention, Tacide nucleique pent etre choisi 
parmi: 

a) des genes tnarqueurs, tels que 

- genes contenant la luciferase, 

- genes contenant la p-galactosidase, 

- genes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- genes conferant la resistance a un antibiotique. tel que I'hygromycine 
ou la neomycine; 

b) des gives a visee therapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteines de faible densite, deficient dans les cas 
d*hypercholest£roI^mie (foic), 

- facteurs de coagulation: facteurs Vni et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (inimunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myophatie), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer). 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucovtscidose), 

- alphal-antitrypsine. 
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- cytokines (Lnterleukines, TNF: facteur de necrose des tumeurs), 

- thymidine kinase du vinis Herpes simplex, 

- proieines du MHC, systeme majeur d'histocorapatibilite, en 
particulier HLA-B7, 

- cytosine desanxinase, 

- genes codam pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des ribozymes, 
c) des genes a visee vaccinale 

- genes codanc pour des antigenes viraux (vaccination), par exemple: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe, 

Une classe avantageuse de complexes selon T invention, comprend ceux 
dans lesquels: 

- le poly mere, notanunent la poly lysine presente un degre de 
polymerisation d'environ 100 i environ 500, de preference 190, 

- les fonctions NH3+ libres des motifs lysine etant substitutes k 60% 
par des groupements gluconoyle et eventuellement par une molecule constituant 
un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque ladite 
molecule signal possede une affmite d'au moins 10^ I mole-l vis a vis du 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou evenmelleraent par 60 
molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affmite inferieure a 10^ 1 mole'i vis a vis du 
susdit recepteur, 

- Tacide nucleique presente un poids moleculaire d'environ 6.10^ a 

environ 25. 10^, et 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 
nucleique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d'environ 0,9 i environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 

L' invention conceme egalement un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique etant 
de namre electrosiatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme 
de motifs monomeres portant des fonctions NHs'*" libres des susdits motifs et 
etant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substimees dans un 
rapport d'au moins 10%. avanugeusement de 45% a 70%, notanunent de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substime, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 
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ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
— ► Us ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs et/ou les groupes 
hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substituees par au moins 
une molecule qui constinie un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique contienne au 
moins 30% de fonctions libres. 

Ce conjugue polymerique est un composant intermediaire des complexes 
decrits precedemment. 

Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et 
le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3 libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3 libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%. notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedanc en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
— ► ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3'*" libres des susdits motifs des susdits residus pouvant 
etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve 
que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions ISTHs"*" 
libres. 

Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
complexe entre au moins un acide nucleique charge negativement et au moins un 
conjugue polymerique charge positivement, la liaison enure Tacide nucleique et 
le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, 

le conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres 
portant des fonctions NH3''" libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges enttainant une diminution des charges positives, par 
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rapport au rnemc conjugue polymerique non substitue, faciiitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes; 

-> ils coraportent au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaiie cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre egaleraent 
substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de recotinaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3'*" libres. 

L* invention conceme egalement un conjugue polyiherique charge 
positivement, contenant des motifs ponam des fonctions NH3"*' libres, 
notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NHs"*" libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70% par des residus non 
charges entrainaat une diminution des charges positives par rapport au meme 
conjugue polymerique non substitue, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 



- les fonctions NH3^" libres des susdits motifs pouvant etre egalement 
substituees par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ay ant un poids moleculaire 
inferieur a 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissaiKe peut I'etre a raison d*une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d' environ 
60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugu6 polymerique. 

Une classe avantageuse de conjugues polymeriques de 1' invention contient 
un groupement polymerique de formule suivante: 



ils comportcnt au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 



cellules. 



NH 



CH 



C 



II 



(CH2)a O 



(D 



R 



P 
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dans laquelle: 

. p est un norabre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 200 
n est un nombre entier variant de 1 a 5 er vaut de preference 4. 

, ce groupement polymerique contenam un nombre de p radicaux R parmi 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)ni-Ri, notamment 

un reste dihydroxypropionoyle, erythrononoyle. threonoyle, 
ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle. giuconolye, galactonoyle, 
mannonoyle, glycoheptonoyle, glycoocionoyle, m est un nombre entier de 2 a 
15, de preference de 2 a 7, 

. Rl represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 aiomes de carbone, 
notanunem CH3, 

* le reste des radicaux. c est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R represente NH3 + , 

* R pouvant en outre eire constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique coniienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. et 
notamment a raison de 0,5 a 5, avaniageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs. 

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules pour 
environ 10 000 motifs, 

Une autre classe avantageuse de conjugucs polymeriques selon T invention 
contient un groupement polymerique de formuie (II): 



NH 



-CH C 

I II 
(CH2)4 O 



dans laquelle p a les significations indiquees ci-dessus, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)in-Ri, ^ Rl ayant la signification indiquee a la ci-dessus, 

* le reste des radicaux. c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 + . 
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Une autre classe avantageuse de conjugues polymeriques selon T invention 
contient un groupemeni polymerique de formule (II): 
-NH CH — C 



(CH2)4 O 



(U) 



dans laquelle: 

. p a la signification indiquee ci-dessus, 

• ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 

lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)xn-Rl. m et Ri ayant les significations indiquees ci-dessus, 

* Ic reste des radicaux, c'est-i-dLre 30% i 90% des radicaux R 
representent d'une pan NH3+ et d'autre part une mol&ule qui constitue un 
signal de reconnaissance a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule 
pour 10 000 motifs. 

Une autre classe avantageuse de conjugues polymeriques selon r invention 
contient un groupement polymeriquede formule (II): 



NH CH C 



(CH2)4 O 



(H) 



dans laquelle: 

. p a la signification indiquee ci-dessus, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)m-Ri, m et Ri ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 



19 



2719316 



* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% k 90% de ces radicaux 
R representent d'une part NHs-^et d'autre part une molecule qui constitue ua 
signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules 
pour environ 10 000 motifs. 

Dans les conjugues polymeriques de T invention, le signal de 
reconnaissance membranaire cellulaire pent etre choisi parmi ceux explicites a 
propos des complexes decrits ci-dessus. 

L' invention vise egalement un precede de preparation de complexes 

decrits ci-dessus. 

De fagon generate, un polymere comportant des amines primaires 
(fonctions NH3+ libres) est partiellement substime par action d*un acide 
organique hydroxyle (r acide gluconoique en particulier), en milieu organique. 

Par exemple, un sel de polylysine (notamment sous forme de p-toluene 
sulfonate) est dissous dans un solvant organique, (notamment le 
dimethylsulfoxide) en presence d'une base (notanmient la diisopropylethylamine) 
et traite par un acide organique hydroxyle active (notanunent la gluconolactone). 

Les signaux de reconnaissance sont fixes sur le polymere. soit avant soit 
apres 1' introduction des acides organiques hydroxyles. 

Les signaux de reconnaissance peuvent etre lies aux groupements amines 
du polymere ou aux hydroxyles des acides organiques hydroxyles; ces 
substitutions suivent I'un quelconques des protocols connus de I'homme de 
Tart. 

Le complexe acide nucleique/conjugue polymerique est obtenu en 
melangeant une solution de Tacide nucleique conceme et une solution du 
conjugue polymerique. De preference, lesdiies solutions sont preparees i pariir 
du serum physiologique ou d'un tampon ou d'un milieu cytocompatible. 

L* invention conceme egalement 1* utilisation d'un complexe ou d'un 
conjugue selon T invention, pour la transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de 
cellules a I'aidc d'un gene, notamment ceux defmis precedenunent. 

L'invention vise egalement I'milisation d'un complexe ou d'un conjugue 
selon l'invention, pour transfecter des cellules qui peuvent etre choisies parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- cellules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes, 

. keratinocytes, 

• cellules dendritiques. 
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. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 

. endotheliales; 
• musculaires lisses; 
5 - cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancereuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que lymphocytes, 
macrophages, cellules NK etc. . . 

10 Une methode de transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de Tinveation 

comprend la mise en presence un complexe de T invention, dans un milieu 
contenant des cellules a iransfecter, dans des conditions telles qu'il y a: 

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

15 . relargage de Tacide nuclexque implique dans le susdit complexe dans 

le cytosol des cellules, 

- transcription et expression de I'acide nucleique dans les cellules 

transfectees. 

L'acidc nucleique est delivre dans le cytosol et/ou dans le noyau de la 
20 cellule ou il doit s'exprimer. 

L' invention conceme egalement des compositions pharmaceutiques, 
comprenant a titre de substance active. Tun au moins des complexes ou Tun au 
moins des conjugues selon T invention, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
25 Les conq)lexes ou conjugues de T invention peuvent egalement etre partie a 

une trousse ou un kit, comprenant par exemple: 

- un conjugue polymerique selon T invention, par exemple, la polylysine, 
substimee par un r6sidu entrainant une diminution des charges des groupes 
NHs'^ libres, ce conjugue polymerique etant apte a comporter eventuellement 

30 un signal de reconnaissance, lequel est prealablement fixe ou non sur le 

conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance etant fonction de la cellule 
a cibler, 

- eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
le systeme de regulation du susdit gene, 

35 - des reactifs permetiant la fixation evenmelle du signal de reconnaissance 

sur le susdit conjugue polymerique, 

- des reactifs penneiiani la formation d'un complexe selon T invention 
entre le conjugue polymerique et le gene a transferer. 
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- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 

Concemant le signal de reconnaissance, il faut souligner qu'il n'est pas 
necessairement present sur le conjugue polymerique. II peut en effet etre a part 
Han<; la tTOUSse et etre greffe sur le conjugue polymerique avant Tutilisation. Par 
ailleurs, le signal de reconnaissance peut etre absent de la trousse et Tutilisateur 
peut, en fonction des cellules a cibler, utiliser le signal de reconnaissance de son 
choix pour le greffer sur le conjugue polymerique de la trousse. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'un complexe ou d'un 
conjugue selon Tinvention, pour la preparation d'un medicament destine, par 
exemple, au traitement d'une deficience metabolique congenitale ou acquise, ou 
au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d*un vaccin^ par exemple 
vaccin contre la grippe. 

Les conjugues polymeriques et les complexes de T invention peuvent etre 
utilises pour transfecter ex vivo toute cellule apte a presenter un antigene, par 
exemple, des precurseurs de macrophages, des macrophages, des cellules B ou 
des cellules dendritiques. 

Lorsqu'on souhaite transfecter des macrophages, ceux-ci peuvent etre 
prepares selon la methode decrite par M. Chokri et coll. dans Anticancer 
Research 12, 2257-2260, 1992. 

Les complexes et conjugues polymeriques de T invention peuvent etre 
utilises pour transfecter des macrophages en dehors de I'organisme, lorsqu'ils 
sont en milieu de culmre, avant ou apres separation par elutriation. 

On peut utiliser une methode analogue a celle utilisee pour la transfection 
des cellules HepG2, mais en utilisant un oligosaccharide ciblant, par exemple le 
recepteur du mannose; (pour la transfection des cellules HepG2, on peut se 
reporter aux exemples ci-apr6s ou a Tarticle de C. Sureau, J. L. Romet- 
Lemonne, J. Mullins et M. Essex: "Production of hepatitis B virus by a 
differentiated human hepatoma cell line after transfection with cloned circular 
HBV DNA. Cell, 47. p. 37^7, 1986, ou a I'article de Midoux et al., intitule: 
"Specific gene transfer mediated by lactosylated poly-L-lysine into hepatoma 
cells". Nucleic Acids Research, 1993, vol. 21, 4, pages 871-878). 

Les macrophages transfectes "ex vivo" sont reinjectes au patient apres 
verification de Tefficacite de la transfection selon des methodes classiques 
d ' immunomarquage . 

L'acide nucleique dans le complexe de T invention peut etre: 
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- sou un gene a visee therapeutique pour pallier une deficience 
metabolique congenitale ou acquisc, (par exemple, facteurs de coagulation, lel 
que le facteur VIQ ou le facteur IX), 

- soit un gene a visee vaccinale (par exemple, un gene codant pour une 
proteine exprimee a la surface d'une nimeur. ou un gene de proteine virale, 
bacterienne ou parasitaire). 

Dans le cas d'une vaccination par reinjection de macrophages transfectes, 
la proteine antigenique est exprimee et est en partie presence a la surface du 
macrophage permettant une presentation antigenique MHC type 1 dependante. 

L'acide nucleique dans le complexe de I 'invention peut etre egalement un 
gene conferant aux macrophages des proprietes nouvelles soit directement, soit 
par expression de cytokines, 

• cytokines ayant im effet directement sur le macrophage, lui conferant 
des proprietes physiologiques nouvelles; 

par exemple: - transfection du gene du y interferon; dans ce cas 
le macrophage est auto active en permanence, ce qui augmente ses proprietes 
cytotoxiques; 

. transfection du gene du TNFa modifie ou non; dans ce cas il y 
a augmentation des capacites anti mmorales des macrophages; 

. cytokines ayant un effet sur les populations cellulaires au voisinage 
des macrophages transfectes; 

par exemple: - transfection du gene de riL2 pour stimuler les 
cellules T cytotoxiques au voisinage de la tumeur colonisee par les 
macrophages. 

Description des figures 

Figure 1: 

Elle represente un fragment de polylysine gluconoylee. 
Figure 1 bis: 

Elle represente un fragment de polylysine dans laquelle certaines des 
fonciions NH3+ de la polylysine sont substitutes telles que R — NH3^ ou 
NNHCO(CHOH)xn Rl» Rl ayant les significations indiquees ci^essus. 

Figure 2: 

Elle represente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant des 
polylysines gluconoylees (GlcA-pLK) 
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Les complexes ADN/polymere formes entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par differentes quantites de residus gluconoyles (de 15 h 
70%) ont dte determines par electrophorese en gel d'agarose. La polylysine 
substittiee par plus de 140 residus gluconoyles ne peut former un coraplexe avec 
le plasmide. 

Les cellules HepG2 ont eti incubees a ST'C pendant 4 heures en presence 
de 100 ;iM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide complexe avec chacun des 
conjugues. Le milieu a et6 elimine et les cellules ont etc incubees en absence de 
chloroquine et de plasmide. L'expression du gdne de la luciferase a ete 
determinec 48 heures plus tard en mesurant I'activite de la luciferase dans les 
lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees en mg de prot6ine ce qui correspond i 1.2 million de cellules HepG2, 
en fonction du rapport molaire GlcA/pLK et du degre de substinition de 
polylysine (%). 

Figure 3: 

Elle represente le trausfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant des 
polyiysines ghiconoylees (GlcA-pLK) 

Les complexes ADN/polymere formes entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par differentes quantites de residus gluconoyles (de 15 a 
70%) ont ete determines par electrophorese en gel d'agarose. La polylysine 
substituee par plus de 140 residus gluconoyles ne peut former un complexe avec 
le plasmide. Les cellules HepG2 ont ete incubees a 37*C pendant 4 heures en 
presence de 100 /tM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide complexe avec 
chacun des conjugues. Le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees en 
absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la luciferase a 
et^ determinee 48 heures plus tard en mesurant I'activite de la luciferase dans 
des lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees par rapport a celle obtenue dans la meme experience lors de la 
transfection des cellules HepG2 avec le conjugue polylysine lactosyle 
(LactgopLK), En ordonnes, on a represente les valeurs RLU/RLU de 
LactfiopLK, en fonction du rapport molaire GlcA/pLK d une pan, et de degre de 
substitution de polylysine (%). 

Figure 3 bis: 

Elle conceme 1' influence du nombre de residus lactose. 
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L'activite optimale d*un conjugue polymerique (polymere substicue par des 
lactoses) apparait lorsque 30% des groupes NH3+ sont substitues par du 
lactose. 

Figure 4: 

Elle conceme le transfert de gene dans differentes cellules en utilisant la 
polyiysine gluconoylee (GlcA-pLK) 

Un complexe ADN/polymere a eie forme entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par 120 residus gluconoyles. Les cellules ont ete incubees 
k 37**C pendant 4 heures en presence de 100 /iM de chloroquine avec 1.5 nM de 
plasmide complexe avec la polylysine gluconoylee. 

Le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees en absence de 
chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la luciferase a ete 
determinee 48 heures plus tard en mesurant Tactivite de la luciferase dans les 
lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees par mg de proteine, MacroH = macrophages humains derives de 
monocytes; RBE4 = cellules eodoiheliales de cerveau de rat; HEL = cellxiles 
leucemiques de la lignee erythrolde. 

Figure 5: 

EUe represente le transfert de gene dans differentes cellules en utilisant la 
polylysine gluconoylee (GlcA-pLK) 

Un complexe ADN/polymere a ete forme entre le plasmide CMVLuc et la 
polylysine substimee par 120 residus gluconoyles. Les cellules ont ete incubees 
a 31''C pendant 4 heures en presence de 100 fjM de chloroquine avec 1.5 oM de 
plasmide complexe avec la polylysine gluconoylee. Le milieu a ete elimine et les 
cellules oiu ete incubees en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression 
du g6ne de la luciferase a ete determinee 48 heures plus tard en mesurant 
Tactivite de la luciferase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la 
lumiere emise (RLU) ont ete exprimees par mg de proteine. 3LL = cellules 
(souris) du carcinome pulmonaire de Lewis; MacroH = macrophages humains 
derives de monocytes; RBE4 = cellules endotheliales de cerveau de rat; HepG2 
= hepatocarcinome humain; HEL = cellules leucemiques de la lignee 
erythroide; K562 = cellules leucemiques de la lignee erythroide. 
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Figure 6: 

Elle conceme la mesure de la dissociation des complexes formds entre le 
plasmide pSV2Luc et (a poly lysine (degre de polymerisation = 190) substituee 
par des lactoses 

Des complexes ont ete formes entre le plasmide pSV2Luc avec soit la 
poiylysine (pLX), soit la polylysine substituee par 60 residus de lactose 
(Lact^QpLK), soit la polylysine substimee par 80 residus de lactose (LactgopLK). 
Les complexes ont ete formes dans une solution de NaCI 0.15 M. la 
concentration de NaCl a ete ensuite augmentee, Les solutions de complexes 
ADN/polymere a differentes concentrations en NaCl ont ete filtrees au travers 
d'une membrane de nitrocellulose 0.45 fixn. dans cette experience, TADN non 
complexe a la polylysine passe au travers du fUtre alors que TADN complexe 
est retenu sur le filtre. La quantite d'ADN dissociee de la polylysine a ete 
determinee en mesurant la quantite d* ADN present dans les filtrats en utilisant le 
DAPI (4',6-<Iianuno-2-phenylindole), (A.em = 450 nm; Xexc = 360 nm) 
(Sigma)) comme sonde fluorescente. On a port6 en ordonnes le pourcentage 
d'ADN lie/ ADN libre, en fonction de la concentration en NaCl (M), La courbe 
comportant des O correspond a pLK, celle comportant des •correspond a pLK.- 
Lact^o et celle des V correspond a pUC-Lacigo- 

Figure 7 

Elle conceme la mesure de la solubilite des complexes. 

Des complexes ADN/polymere ont ete formes dans une solution de NaCl 
0.15 M entre le plasmide pSV2Luc avec soit la polylysine (pLK), la polylysine 
gluconoylee (GlcAi2opLK) ou la polylysine substimee par 60 residus de lactose 
(Lact(sopLK), Apris 30 minutes a 20^C, I'absorbance a 610 nm des solutions a 
ete mesuree. 

Tableau 1 . Transfection des cellules HepG2 par la polylysine lactolysee et 
gluconoylee. 



RLU X 10-3/mg de proteine 


5.2 


19 


671 


650 


Lact/pLK 


0 


30 


30 


60 


GIcA/pLK 


0 


0 


30 


0 



Les cellules HepG2 ont ete incubees a 37°C en presence de 100 /xM de 
chloroquine et 1.5 nM de plasmide complexe avec chacun des conjugues. Apres 
4 heures, le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees en absence de 
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chloroquine ei de plasmide. L'expression du gene de la luciferase a ete 
detenninee 48 heures plus tard en mesurant Tactivite de la luciferase dans les 
lysats cellulaires. Les vaieurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million de cellules 
HepG2. Lact/pLK est le nombre de molecules de lactose par molecule de 
polylysine et GlcA/pUC est le nombre de molecules de gluconoyle par molecule 
de polylysine. 

Tableau 0. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine gluconoylee 
et biotinylee. 

RLU X 10-^/mg de proteine 
ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-LactBSA 966 
ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-BSA 248 
ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep 237 
ADN/GlcA, Bio-pLK 67 
ADN 0-2 

Les cellules HepG2 ont ete incubees a 37*^0 en presence de 100 /zM de 
chloroquine avec 1.5 nM de plasmide libre ou complexe avec chacun des 
conjugues. Apres 4 heures, le milieu a ete elimine et les cellules ont ete 
incubees en absence de chloroquine et de plasmide, L'expression du gene de la 
luciferase a ete detenninee 48 heures plutard en mesurant Tactivite de la 
luciferase dans les lysats cellulaires. Les vaieurs relatives de la lumiere emise 
(RLU) ont ete exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million de 
cellules HepG2. GlcA,Bio-pLK = polylysine substituee par 60 gluconoyles et 
2.5 biotines; Strep = streptavidine; Bio-LactBSA = serum albumine lactolysee 
et biotinylee; Bio-BSA = serum albumine bioiinylec. 

rnmposantj; chimiques 

La luciferine. la chloroquine, le Triton X 100 et Tacide bicinchoninique 
proviennent de Sigma (St. Louis, MO USA); la L-glutamine, le 
dimethylsulfoxide (Me2SO), T ATP, le glycerol et MgCl2 proviennent de Merck 
(Darmstadt, Allemagne); le dithiothreitol et le D-gluconolactone proviennent de 
Serva (Heidelberg, Allemagne); la diisopropylethylamine. Tacide p-toluene 
sulfonique, TEDTA proviennent de Aldrich (Su-asbourg, France); Dowex 2x8, 
(0,3-0,9 nun de diametre) provient de Bio-Rad (Richmond, CA); le 4- 
isothiocyanatophenyl-p-D-lactoside, le 4-isothiocyanatophenyl-p-D- 

galactopyranoside sont prepares comme decrit precedemment (Monsigny, M., 
Roche, A.C. et Midoux, P. (1984), Uptake of neoglycoproteins via membrane 
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lectm(s) of L 1210 cells evidenced by quantitative now cytonuorometiyand drug 
targeting. Biol., Cell.. 51. 187-196): la poly-L-lysine, HBr (30 000-50 000) 
(poids moleculaire moyen = 40 000. degre de polymerisation = 190) provient 
de Bachem Feinchemikalien (Bubendorf. Suisse). La poly-L-Iysine, Ifflr (1 g 
dans 200 ml de H2O) est passee sur une colonne echangeuse d'anions (Dowex 
2x8. sous forme OH". 0,3-0.9 mm de diametre. 35 x 2.5 cm) de fa?on a 
enJever le bromure (Derrien . D., Midoux. P.. Petit, C. Negre. E.. Mayer R 
Monsigny. M. et Roche, A.C. (1989), Muramyl dipeptide bound to poly-L- 
lysine substimted with mannose and gluconoyl residues as macrophage 
activators. Glycoconjugate, J.. 6. 241-255) qui est tres cytotoxique pour les 
cellules (Weiss, S.J.. Test. S.T.. Eckmami, CM.. Roos. D. et Regiani. S. 
(1986), Brominating oxidants generated by human eosinophils.. Science. 234, 
200-202). U solution effluente est neutralisee avec 10% d'acide p-toluene 
sulfonique dans I'eau (un compose non cytotoxique) et lyophilisee. U serum 
albumine bovine lactolysee (Uct-BSA. comportant un nombre moyen de 39 
residus de lactose) est preparee comme decrit precedemment (Roche. A.C. 
Barzilay. M.. Midoux. P.. /unqua. S.. Sharon. N. and Monsigny. M.. (1983)' 
Sugar-specific endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells J ' 
CeU. Biochem.. 22. 131-140; Monsigny. M.. Roche. A.C et Midoux, P.' 
(1984), Uptake of neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells 

evidenced by quantitative flow cytofluorometry and drug targeting Biol Cell 
51. 187-196). 



Preparation de la pnlvly^jpf plticnnnylA> 

La poly-L-lysine sous forme hydromide. pLK.HBr 30 000 - 50 000 (masse 
moleculaire moyemie = 40 000; degre de polymerisation moyen = 190) 
provient de Bachem Feinchemikalien (Bubendorf, Suisse). La polylysine. HBr 
(1 g dans 200 ml H2O) est passee sur une colonne echangeuse d'anions (Ekjwex 
2x8. forme OH-; 35 x 2.5 cm) dans le but d'enlever le brome qui est toxique 
pour les cellules. U solution de polylysine est neutralisee avec une solution 
d'acide p-tolu6ne sulfonique a 10% dans l eau puis lyophilisee. 

1^ polylysine est partiellement substimee avec des r&idus gluconoyles 
(GicA) comme suit: la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (50 mg- 0 86 
Amoles) dissoute dans 3 mi de DMSO (dimethylsufoxyde) en presence de 
diisopropylethylamine (37 ^.1: 205 ^moles) et 1% d'eau. est mise a reagir 
pendant 24 h a 20-C avec des quamites variables de D-gluconolactone allant de 
U mg (61;xmol) a 35 mg (194 ^ol). U polylysine gluconoylee est precipitee 
en ajoutam 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifijgation (1800 g x 15 min) 
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le culot est lave avec dc Tisopropanol et recupere apres une nouvelle 
cencrifiigatioD. Le culot est repris dans Teau bidistiilee et la solution est 
lyophilisee. Le nombre moyen de residus gluconoyle fixe par molecule de la 
polylysine, determine en mesuraxit le nombre moyen de residus e-NH2 lysine 
libre restant sur la polylysine en utiltsant le dosage colorimetrique a Tacide 
2,4,6-triniirobenzene sulfonique TNBS (Fields, R. (1971) The measurement of 
amino groups in proteins and peptides. Biochem., J., 124, 581-590), est trouve 
egal a 105 ± 15. Le poids moleculaire moyen est de 58 000. 

Preparation CQiuugucs de polylysine iactolysec et gluconoylge, 
Les polylysines substituees soit avec 30 residus de lactose (Lact3QpLK) 
soit avec 60 residus de lactose (Lact^oPLK) ont ete preparees conmie 
precedenmient decrit (Midoux, P., Mendes, C, Legrand, A., Raimond, J., 
Mayer, R., Monsigny, M., & Roche. A.C. (1993), Specific gene transfer 
mediated by lactosylated poIy-L-lysine into hepatoma cells. Nucleic Acids, Res., 
21, 871-878). La polylysine lactolysee contenant 30 residus de lactose (50 mg: 
0.745 ^mol) est mise a reagir pendant 24h a 20*'C avec la D-giuconolactone 
(7,6 mg; 43 /xmol) en presence de diisopropylethylamine (24 ^1; 200 /imol) et 
1% de H2O. Le polymere Lact3o.-GIcA-pLK est precipite et purifie comme 
decrit precedenmient. Le nombre moyen de residus gluconoyles lies par 
molecule de conjugue est determine en mesurant les groupes a-amino de la 
lysine restant sur la polylysine en utiiisant la raethode colorimetrique TNBS 
(Fields, R. (1971) The measurement of amino groups in proteins and peptides, 
Biochem., J., 124, 581-590) est trouve egal k 30. 

Biotinvlation de la polylysine et de fa polvlvsine gluconovlee. 

La polylysine glucoaoylee (contenant 60 residus gluconoyles) est 
substimee par de la biotine: le polymere (20 mg; 0.33 ftmol) dissous dans 0.5 
ml de tampon carbonate/bicarbonate de sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant NaCI 
0.3 M, est mis a reagir pendant 20 h a 20*C avec 0.93 mg (1.7 funol) de 
sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate (NHS-LC-biotin, Pierce). Le 
polymere est precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifugation (1800 g x 15 min), le culot est lave avec de I'isopropanol et 
recupere apres une nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans Teau 
bidistiilee ct la solution est lyophilisee. Le nombre moyen de residu biotine fixe 
par molecule de polymere, determine en utiiisant le dosage colorimetrique 
adapte de Green (Green, N. M. (1965), A spectrophotomatic assay for avidin 
and biotin based on binding dyes by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) en 
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utilisant I'acide 2-(4'-hydroxyazoben2ene)benzoique (HABA) et la streptavidine, 
est trouve egal i 2.5. 

Preparation de neoglvcoproteines hinfjr^yl^g<^ 

La BSA ct la BSA lactosylee (Lact-BSA) (0.23 /zmole) dissoutes dans 5 ml 
de tampon dc carbonate sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant NaCl 0.3 M sont 
miscs a reagir pendant 20 h a 20'C. avec NHS-LC-biotine (0,65 mg; 1,2 ^mol), 
Les conjugues sont purifies par filtration sur gel de Trisacryl GF05 (taille de 
colonne 20 x 2 cm) (Sepracor. Villeneuve la Garenne, France) dans H2O 
contenant 5% de n-butanol, puis lyophilise. Les nombres moyens de restdus de 
biotine lies par molecule de proteine sont determines en utilisant une methode 
colorimelrique avec HABA, adaptee de Green (Green, N. M. (1965), A 
spectrophotomatic assay for avidin and biotin based on binding dyes by avidin. 
Biochem., J., 94, 23c-24c) et sont de 1 pour BSA et 2 pour Lact-BSA. Les 
masses moleculaires moyennes de BSA et Lact-BSA sont 68 000 et 87 200 
respectivement. 

Cellules et cultures de cellules 

Les lignees cellulaires HepG2 (hepatocarcinome humain, ATCC 8065 HB) 
qui possedent une lectine membranaire reconnaissant les glycoproteines se 
terminant par des residus p-D-galactose (Schwartz, A.L., Fridovich, S.E., 
Knowles. B.B. & Lodish, H.F. (1981) Characterization of the 
asialoglycoprotein receptor in a continuous hepatoma line. J., Bio.. Chem., 256, 
8878-8881), les cellules HEL (ATCC TIB 180) et K-562 (ATCC CCL 243) sont 
cultivees respectivement en milieu DMEM (GIBCO, Reufrewshire, U.K.) et en 
milieu RPMI 1640 plus 10% de serum bovin foetal (GmCO) desactive par la 
chaleur, plus 2 mM de L-glutamine (Merck), plus des antibiotiques 
(100 unites/ml de penicilline et 100 fig/ml de streptomycine) (Eurobio.. Paris, 
France). Les macrophages humains derivant de monocytes du sang sont prepares 
comme decrit dans Roche et al., 1985 (Roche, A.C, Midoux, P., Bouchard, P. 
and Monsigny, M. (1985) Membrane lectins on human monocytes: maturation- 
dependent modulation of 6-phosphomannose and mannose receptors. FEBS 
Letters, 193, 63-68). Les cellules 3LL sont cultivees comme decrit dans Roche 
et al., 1983 (Roche, A.C., Barzilay, M., Midoux, P., Junqua, S., Sharon, N. 
and Monsigny. M. (1983) Sugar-specific endocytosis of glycoproteins by lewis 
lung carcinoma cells. J., CeU., Biochem.. 22, 131-140). Les cellules RBE4, 
donnees par P.O. Couraud (Hopital Cochin, Paris) sont cultivees sur collagene 
dans un milieu a-MEM et HamFio (50/50, volume; volume) plus 10% de serum 
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bovin foetal desactive par la chalcur, plus 2 mM de L-glutamine, plus des 
antibiotiques (100 unites/ml de penicilline et 100 /xg/ml de streptomycine) en 
presence de TGFp. 

5 \^<i plasmidcs 

Lc plasmide pSV2Luc (5.0 kb) est foumi par le Dr. A.B. Brasier 
(Massachusetts (jeneral Hospital. Boston) (Brasier, A.R., Tate, J.E. & 
Habener, J.F. (1989) Optimized use of the firefly luciferase assay as a reporter 
gene in mammalian cell lines. Biotechniques, 7, 1116-1123). Le plasmide 
10 CMVLuc est foumi par le Dr. A. Dautry-Varsat (Institut Pasteur, Paris). 

Fnrmatinn de com plexes plasm ide/cor^jugue de polvlvsine ontimaux. 
Seuls les complexes pour lesquels aucune migration de TADN se produit 
en electrophorSse sur un gel d'agarose, et ainsi appeles complexes 

15 d'ADN/poIymere optimaux sont utilises pour transfecter les cellules. Les 

rapports molaires entre le poly mere et I'ADN necessaires pour former des 
complexes plasmide pSV2Luc/polymere optimaux sont determines par 
electrophorese sur un gel d'agarose a 0.6%: les complexes sont prepares en 
ajoutant goutte i goutte sous melange constant, des quantites variables de 

20 conjugues de polylysine dans 60 de DMEM. a 2/xg (0.6pmol) de plasmide 

pSV2Luc dans 140 ^1 DMEM. Aprfes incubation pendant 30 minutes a 20**C. 
20 /il de chaque cchantillon est analyse par electrophorese a travers un gel 
d'agarose a 0.6% contenant du bromure d'ethidium pour visualiser TADN dans 
un tampon Tris borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et EDTA 

25 2,5 mM), pH 8.6. 

Preparation dets. complexes ADN/vecteurs. 

Complexes plasmide pSVZLuc/conjugue de potyfysine, 

Des complexes ADN/polymere optimaux sont prepares en ajoutant goutte 
30 a goune sous agitation constante la polylysine ou un conjugue de poly-L-lysine 

(Lact^opLK, GlcA^-pLK, 30 < x < 130. avec Lact3opLK, ou Lact3o-GlcA3o- 
pLK) dans 0.6 ml de DMEM a 20 /ig (6 pmol) de plasmide pSV2Luc dans 1.4 
ml de DMEM. La solution est maintenue pendant 30 minutes a 20°C. 

Complexes de plasmide pSVlLuc/pLK-streptavidine-neogfycoproteine. 
35 Les complexes de plasmide pSV2Luc/poly lysine biotinylee optimaux. sont 

formes en ajoutant goutte a goune sous melange constant 10 (172 pmol) de 
polylysine gluconoylee et biotinylee (contenant 60 residus gluconoyles) dans 290 
^1 de DMEM a 10 fig (3 pmol) de plasmide pSV2Luc dans 0.7 ml de DMEM 



31 



2719316 



(rapport molaire entre le polymere et I'ADN proche de 57:1). La solution est 
maintenue pendant 30 minutes a 20*C. Ensuite les neogiycoproteines biotinylees 
(Lact-BSA et BSA) (377 pmol) dans 0.5 ml de DMEM sent ajout^es avec 
agitation constante i 1 ml de complexe plasmide pSV2Luc/polylysine biotinylee, 
et puis la streptavidine (27.5 Mg; 490 pmol) dans 0.5 ml de DMEM est ajoutee 
sous agitation (rapport molaire entre la neoglycoproteine et TADN voisin de 
125:1) et la solution est maintenue pendant 30 minutes a 20**^ 

Tranfiferr 

5 X 10^ cellules HepG2 par puits sont deposees au jour 0 sur des plaques 
de culture de tissus de 12 puits. respectivement. Au jour 1, apres avoir retire le 
milieu, la solution (2 ml) contenant le complexe plasmide/conjugue de 
polylysine supplememe avec 1 % de serum bovin foetal inactive par la chaleur, 
et porte a une valeur de concentration de 100 /xM dans la chloroquine (Luthraan, 
H & Magnusson, G, (1983) High efficiency polyoma DNA transfection of 
chloroquine treated cells. Nucleic Acids Res., 11, 1295-1308), est ajoutee dans 
le puits. Apres 4 heures d'incubation a 37*'C, le sumageant est retire et 2 ml de 
milieu DMEM frais complet sont ajoutes et les cellules sont ensuite incubees 
pendant 48 h a 37*C. 

Test a la lucifera^;^ 

L'expression genetique de la luciferase est mesuree par luminescence selon 
la methode decrite par De Wet et ah, 1987, (De Wet, J.R., Wood, K.V,, De 
Luca, M., Helinski, D.R. & Subramani, S. (1987) Firefly luciferase gene: 
structure and expression in mammalian cells. Mol., Cell,, Biol., 7, 725-737). 
Le milieu de culmre est retire, et les cellules sont recoltees apres incubation a 
37"C dam du PBS contenant 0.2 mg/ml de EDTA et 2.5 fig/ml de trypsine 
(GIBCO) et lavees 3 fois avec du PBS. Le tampon d homogeneisation (200 ^1; 
8 mM MgCl2, 1 mM de dithiothreiiol. 1 mM d'EDTA, 1% de Triton X 100 et 
15% de glycerol, 25 mM de tampon Tris-phosphate pH 7.8), est ajoute au culot. 
La suspension est agitee par un vortex et conservee pendant 10 min a 20**C. La 
solution est envoyee en bas du tube par centrifugation (5 min 800 g). L'ATP (95 
p,l d*une solution 2 mM dans le tampon d'homogeneisation sans Triton X 100) 
est ajoute a 60 ^xl du sumageant et la luminescence est enregistree pendant 4 
secondes en utilisant un luminometre (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbach, 
Allemagne) sur addition auiomatique de 150 ^1 de luciferine 167 fxM dans Teau; 
les mesures sont faites en triple. 
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T?0^gg proteine 

Un dosage de proteine est effectue pour chaque echantillon en utilisant la 
ra^thode colorim^trique d'acide bicinchoninique (BCA) (Smith, P.K.. Krohn, 
R.L, Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H.. Provenzano, M.D., 
Fujimoto, E.K., Goeke, N.M.. Olson, B J. & Klenk D.C. (1985) Measurement 
of protein using bicinchoninic acid. Anal., Biochem., 150, 76-85), adaptee par 
Hill et Straka (1988) (Hill, H.D. & Siraka, J.G. (1988) Protein determination 
using bicinchoninic acid in the presence of sulfhydryl reagents. Anal.. 
Biochem., 170, 203-208) pour se debarrasser de la presence de DTT dans le 
tampon d'homogeneisation. U mesure de I'expression de luciferase est 
exprimee comme unite de lumiere relative (RLU) par mg de BSA (albumine 
libre d'acide gras purifiee et cristallisee, A7511, Sigma), 1 mg BSA 
correspoodant a 1,2 x 10^ cellules HepG2. 

Resultats 

p^lyly^in^' giiignnnvlee 

La poly-L-lysine (masse moleculaire moyenne de la forme salifiee 40.000; 
degre de polymerisation moyen 190) a ete partiellement (de 15 a 70%) acylee 
sur les fonctions e-NH2 de la lysine en utilisant la D-gluconolactone. un agent 
egalement hydrosolubilisant. Le but est de reduire le nombre de charges 
positives sur la polylysine et par consequent de reduire les interactions 
electrostatiques entre le poly mere et un plasmide. 

En presence de polylysine, TADN se condense fonement par un 
mecanisme cooperatif entre les charges positives de la polylysine et les charges 

negatives de TADN. 

La fonnation des complexes entre un plasmide de 5 kb tel que le plasmide 
pSV2Luc contenant le gene de la luciferase avec des polylysines substituees par 
des quantites croissantes de residus gluconoyles est analysee par electrophorese 
en gel d'aragose et les complexes ADN/poIymere optimaux correspondent a 
ceux pour lesquels TADN ne migre pas en electrophorese par suite de la totale 
condensation de I'ADN, sont ainsi aisement determines. Au-dela de 80% de 
substitution, la polylysine gluconoylee ne forme plus de complexe avec T ADN. 

Comme le montrent les resultats de la Figure 3, I'expression de la 
luciferase par les cellules HepG2 (hepaiocarcinome humain) augmente avec la 
quantite de residus gluconoyles fixee sur la polylysine et aneint un maximum 
(environ 300 fois plus qu'avec le plasmide seul) (ligne de base) lorsque la 
polylysine est substituee par 45 a 70% (88 a 132 residus) gluconoyles. Les 
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polylysines substituees par peu ou trop de residus gluconoyles soat pas ou peu 
efTicaces. A litre de comparaison, I*expression de la luciferase obtenue dans ces 
memes cellules et dans les memes conditions en utilisant la polylysine lactolysee 
dans les conditions optimaies, permet de cone lure que la transfection obtenue 
5 avec la polylysine gluconoylee (substituee a 58%) est comparable a ceile 

obtenue avec la polylysine lactolysee dans les conditions optimales. 

La polylysine substituee par 45 a 70% (88 a 132 residus) de gluconoyles 
permet de preparer des complexes ADN/polymere fortement concentres, jusqu'a 
100 /ig/ml d'ADN, alors qu'avec la polylysine lactolysee, il est seulement 
10 possible de preparer des complexes 10 fois moins concentres. Dans la figure 7, 

est montree, de fa?on comparative, la solubilite en fonction de la concentration 
en ADN, des complexes ADN/poly lysine ADN/polylysine gluconoylee et 
AD N/poly lysine lactolysee. Cette emde est realisee en mesurant la turbidite 
(mesure de Tabsorbance a 610 nm) des differentes solutions. Les complexes 

15 ADN/polylysine et ADN/polylysine gluconoylee restent solubles jusqu'a plus de 

100 /ig/ml, alors qu'avec la polylysine lactolysee, les complexes precipitent a 
partir de 20 fxg/mi. En presence de polymere, TADN se condense fortement par 
suite d'un phenomene cooperatif entre les charges positives et negatives des 
dexix polymeres. Dans le cas de la polylysine gluconoylee, environ 60% des 

20 charges positives etant substimees, la cooperativite des interactions 

electrostaciques entre TADN et le polymere est diminuee, ce qui facilite une 
dissociation des complexes ADN/polymere et en paniculier un relargage de 
TADN dans la cellule et permet une bonne expression du gene. Une etude de la 
modification de la cooperativite des interactions electrostatiques entre TADN et 

25 la polylysine gluconoylee est realisee en fonction de la force ionique et de la 

nature des contre ions. 

Polylysine gtucnnovlee munie d*un signal de reconnaissance. 
La polylysine gluconoylee peut etre substituee par un ligard de petite 
30 masse moleculaire tel que le lactose ayant une affmite moyenne pour im 

recepteur membranaire ou la biotine ayant une forte affinite pour un recepteur 
membranaire. 

Polvlvsine gluconoylee et lactolysee. 
35 Lorsque la polylysine est substimee par 30 residus de lactose, les cellules 

HepG2 sont tres faiblement transfeccees comparativement aux resultats obtenus 
avec la polylysine substituee par 60 residus de lactose (Tableau I). La polylysine 
substituee par 30 lactoses possede encore beaucoup de charges positives. 



34 



2719316 



interagit fortement avec TADN et ne permet pas une dissociation rapide de 
I'ADN du complexe. Lorsque la poly lysine contenant 30 residus de lactose est 
en plus substituee par 30 residus gluconoyles. Texpression de la luciferase est 
elevee el comparable a celle obtenue avec la polylysine substituee par 60 residus 
de lactose. L*addition de residus gluconoyle permet de reduire les interactions 
electrostatiques entre TADN et la polylysine, facilitant une dissociation rapide 
de r ADN dans la cellule. 

Polylysine gluconoylee et biotinylee. 

Lorsque la polylysine gluconoylee (contenant 60 residus gluconoyles) est 
substituee par un tres petit nombre (2.5) de residus de biotine, les complexes 
ADN/polylysine biotinylee ont une tres forte affinite (10^^ 1/ mole) pour la 
streptavidine. Si de plus la streptavidine est munie d*im signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire specifique d'un type cellulaire qui induit 
I'endocytose des complexes, TADN acquiere aJors une specificite cellulaire. 
Ceci est montre dans le Tableau U: le plasmide complexe par Tintermediaire de 
la polylysine gluconoylee et biotinylee a de la streptavidine munie d'un signal de 
reconnaissance tel que la serum albumine lactolysee reconnue et endocytee via la 
lectine membranaire des cellules HepG2, Texpression de la luciferase est 
beaucoup plus importante que lorsque la serum albumine est depourvue de 
lactose ou bien que la streptavidine est depourvue d'un signal de reconnaissance. 

Polvlvsine gluconovlee et transfert de genes dans divers types cellulatres. 

La polylysine substituee par 45 a 70% de gluconoyles permet de 
transfecter avec une bonne efllcacite, des cellules adherentes telles que des 
macrophages humains, un hepatocarcinorae humain, des cellules endotheliales 
de rat mais ^galement des cellules non adherentes telles qu'un lymphome T 
humain et des cellules leucemiques de la lignee eryihroide (Figures 4 et 5). 

Conclusions 

Le caractere inventif de la polylysine gluconoylee repose; 

- sur Tutilisation d'une polylysine paniellement substituee pour reduire les 
interactions electrostatiques entre I'ADN et le polycation afin de faciliter un 
relargage intracellulaire de TAJDN apres intemalisation dans la cellule par un 
phenomene d'endocytose non specifique (la presence de recepteurs 
membranaires capables de reconnaitre specifiquement les residus gluconoyles, 
n'est pas cormue); 
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- les residus gluconoyles agissent egalement conime hydrosolubilisant et 

one meilleure utilisation in vivo, ce qui n'est pas le cas avec la polylysine 
lactolysee ou bien la polylysine substituee par des proteines comme la 
transferrine ou I'asialooromucoide; 

- la polylysine gluconoylee peut etre uiilisee pour transfecter divers types 
cellulaires et en paniculier des cellules non adherentes; 

- la polylysine gluconoylee peut etre utilisee conune polymere de base 
pour conferer une specificite cellulaire a TADN par addition de quelques 
molecules de ligands de faible masse moleculaire reconnues par des recepteurs 
membranaires specifiques. L'avantage de la polylysine gluconoylee par rapport 
a la polylysine non gluconoylee reside dans le fait que celle-ci est deja optimisee 
pour pennetcre la formation de complexes ADN/polyraere-ligand facilement 
dissociables dans la cellule ce qui reduit !e nombre de molecules de ligands a 
fixer sur la polylysine. En effet, on a deja montre que Tefficacite de transfection 
depend du nombre de molecules de d*oses flxees sur la polylysine non 
gluconoylee (60 residus lactose ou 80 residus galactose sont necessaires pour 
une transfection optimale dans les cellules possedant un recepteur reconnu pour 
le lactose ou le galactose). 
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REVENDICATIONS 



L Complexe entre au moins un acide nucleique charge negativement et au 
moins un conjugue polymerique charge positivenKnr, la liaison entre Tacide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electrosiatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
fonctions NH3+ libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3'*" libres des susdits motifs sont subsiimees dans un 
rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substicue, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

^ ils component au moins un groupe hydroxy le, 
— ► ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
recoimu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3'*" libres des susdits motifs et/ou les groupes 
hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substimees par au moins 
une molecule qui consticue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique contienne au 
moins 30% de fonctions NH3"^ libres. 

Complexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucleique 
charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge positivement, 
la liaison entre 1' acide nucleique et le conjugue polymerique etant de nature 
electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs 
monomeres portant des fonctions NHs"^ libres des susdits motifs et etant tel 
que: 

- les foiKtions NH3"*" libres des susdits motifs sont substimees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substime, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

— ► ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
— ► ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
recoimu par un recepteur membranaire cellulaire. 
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- les fonctions NH3 ^ libres des susdits motifs des susdits residus pouvant 
etre egalement substituees pax au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve 
que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NHs"^ 
libres. 

3. Con^lexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucleique 
charge negativement ei au moins un conjugue polymerique charge positivement> 
la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique eiant de nature 
electrostatique, le conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs 
moQomdres portant des fonctions NH3+ libres des susdits motifs et etant tel 
que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives, par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils coraportent au moins un groupe hydroxyle, 
— > ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique 
contienne au moins 30% de fonctions NH3'*' libres. 

4. Complexe selon Tune des revendications 1 ou 2, entre au moins un 
acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 
charge positivemeni. la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature electrosiatique, le conjugue polymerique contenant 
un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres, 
notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3^" libres des susdits motifs sont substiniees dans un 
rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%. notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant ainsi la 
dissociation du complexe et le relargage de Tacide nucleique. 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 
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ils component au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- les fonctions NH3 libres des susdiis motifs etant egalement substituees 
de 0 a 40% par une molecule qui consticue un signal de reconnaissance recotmu 
par un recepteur membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un 
poids moleculaire inferieur a 5000. sous r^erve que le conjugue polymerique 
contieime au moins 30% de fonctions NH3^ libres. 

et lorsqu'il est present, ce signal de recormaissance peut I'etre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 
60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

5. Complexe selon Tune des revendicattons 1, 2 ou 4. eotre au moins un 
acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 
charge posicivement, la liaison entre I'acide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature electrosutique, le conjugue polymerique contenant 
un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3^ libres, 
notanunent des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3'*' libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par^ 
rapport au meme conjugue polymerique non substinie, facilitant ainsi la , 
dissociation du complexe et le relargage de I'acide nucleique, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs pouvant etre egalement 
substimees par une molecule qui constitiie un signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids moleculaire 
inferieur a 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance peut Tetre a raison d'une 
molecule poxir environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 60 
molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

6. Complexe selon Tune des revendications 1, 2, 4 ou 5. dans lequel le 
polymere contiem un groupement polymerique de formule (I) suivante: 
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NH 



CH 



(CH2)n O 



(I) 



dans laquelle: 

. p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 200, 
. n est un nombre entier variant de 1 a 5 ci vaut de preference 4, 
. ce groupemenc polymerique contenani un nombre de p radicaux R parmi 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
^fH-CO-(CHOH)In-Rl , notamment un reste dihydroxypropionoyle. 
erythrononoyle, threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle. 
giuconolye, galactonoyle, raannonoyte, glycoheptonoyte, glycooctonoyle, 

. m est un nombre entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, 
• Rj represcntc H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone. 
notamment CH3^ 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representeiu NH3 ^ , 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
coajugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3'+' libres, et 
notamment a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs, 

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules pour environ 
10 000 motifs. 



7. Complcxe selon la revendication 6, dans lequel le polymdre comprend 
un groupement polymerique de fonnule (11): 

-NH CH C 



t II 
(CH2)4 O 



(ID 



• 
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dans laquelie: 

. p a les significations indiquees a la revendicaiion 6, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)ni-Ri. ^ ayant la signification indiquee ci-dessxis. 

* le teste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R represemeni NH3 + . ei de 0 a 25% des radicaux R pcuvant etre 
subtitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire. sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3"*" fibres. 

8. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (11): 



NH 



CH C 



(CH2)4 O 



(ID 



dans laquelie: 

. p a les significations indiquees a la revendication 6, 

* 10% i 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)in-Ri, m et Ri ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 . 

9. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (II): 



CH — C 



(CH2)4 O 



(ID 
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dans laquelle: 

p a ia sigoification indiquee a ia revendicaiioD 6, 

• ce groupement polymerique coDtenant un norabre p radicaux R parmi 

lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-<CHOH)jn-Ri, m et Ri ayant les significations indiquees a ia 
revendication 2, 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% des 
radicaux R representent d'une pan NH3+ et d'autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 
1 molecule pour 10 000 motifs. 

10, Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (II): 



NH CH — C 



(CH2)4 O (ID 



R 



dans laquelle: 

* p a la signification indiquee i la revendication 6. 

• ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)ni-Ri, m et Rj ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% de ces 
radicaux R representent d*une pan NH3+et d'autre pan une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance k raison de 10 a 1(X), avantageusement de 
60 molecules pour environ 10 000 motifs. 



11. Complexe selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
le signal de reconnaissance est choisi parmi: 
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A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 

a. AsialoH>Ugoside de type triantennaire lartosamine; recepteiir 
d'asialoglycoproteine 

Galp 4GlcNAcp 2 Mana 6 

ManP 4GlcNAcp 2 4GIcNAcp -» 

Galp4GlcNAcp4v,^ / 

^ Mana 3^ 
Galp 4GlcNAcp 2^^ 

b. A5ialo oUgoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d'asialoglycoproteine 

Galp 4GlcNAcp 6 

Mana 6 



Mana 3' 



Galp 4GIcNAcp 2 
Galp 4GlcNAc3 4 
Galp 4GlcNAcp 2^ 

c. Lewis x: LECAM 2/3 
Galp 4^ 

GlcNAcp 3Gaip -> 

Fuca 3^ 

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5Aca3Gaip 4 



^ GlcNAcp 3Galp -> 
Fuca 3 -'^^ 

e. Derive de Lewis x sulfate (IBVKl): LECAM 1 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 
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(SO3-) 3Glc UAp 3Galp 4 ^ 

^ GlcNAcP 3Galp 4Glc 

Fuca 3^ 

f. Oligomannoside: recepteur du mannose 
Mana 2Mana 6 

Mana 6 

Mana 3^ ^ ManP 4GIcNAcp 4GlcNAcP 

Mana 2Mana ^Azual"^ 

%. Oligomannoside phosphoryle: recepteur de mannose 6 phosphate 

(HPO3-) 6 

Mana 6 

Mana 2 ^ Mana 6 

Mana 3 \^ 

Manp 4GlcNAcp 4GIcNAcp 

(HPO3-) 6 y 
Mana 2 Mana 3 "^^^ 

Mana 2-^""^^ 

h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur dc GalNAc 4 
sulfate 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcP 2Mana 6. 

Manp 4GIcNAcP 4GlcNAcp 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GIcNAcP 2Mana 3^ 
B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus par 
des recepteurs de la paroi vasculaire, lels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VEP) 

HSDAVFTDNYTRUIKQMAVKKYLNSILN.NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipoconine 
HDMNKVLDL 
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- bradykinme 
RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD tel que le recepteur de la fibroneciine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et antagooisces: 
FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 
a-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV-NH2 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la bio tine, 

- le tetrahydrofolate, 

- I'acide foIique» 

- la carnitine. 

12. Complexe selon Tune des revendications 1 a 11» caracterise en ce que 
Tacide nucl^ique peut etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 
' genes contenant la luciferase, 

- genes contenant la (3-galactosidase, 

- gdnes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- genes conferant la resistance a un antibiotique* tel que Thygromycine 
et la neomycine etc...; 

b) des genes a visee therapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteines de faible densite, deficient dans les cas 
d'hypercholesierolemie (fote), 

- facteurs de coagulation: facteurs Vm et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidisiriphine (myophatie), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alpha 1-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des nimeurs), 

- thymidine kinase du virus Herpes simplex. 
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- protfiines du MHC, systeme majeur d'histocompatibUite, en 
particulier HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des ribozymes, 
c) des genes a visee vaccinale 

- genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exempie: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe, 

13. Complexe seion Tune des revendications 1 a 12, dans lequel: 

- le polymere, notammeni la polylysine presente un degre de 
polymerisation d'environ 100 a environ 500, de preference 190. 

- les fonctions NH3 -H libres des motifs lysine etant substituees dans un 
rapport de 60 par des groupements gluconoyle et evenniellement par une 
molecule constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine 
lorsque ladite molecule signal possede une affinite d'au moins 10^ 1 mole-^ vis a 
vis du recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou evenniellement par 
60 molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affinite inferieure a lO* 1 mole-i vis a vis du 
susdit recepteur, 

- Tacide nucleique presente un poids moleculaire d'environ 6.10^ a 
environ 25.10^, et 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 
nucleique par molecule de motif de monomere, notammeni la lysine est 
d'environ 0,9 a environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 

14. Conjugue polymerique charge positivement, contenant des motifs 
portant des fonctions NH3+ libres, notamment des residus de lysine et etant tel 
que: 

- les fonctions NH3^ libres des susdits motifs sont substiniees dans un 
rapport d'au moins 10%. avantageusement de 45% a 70%, notamment de 60%, 
par des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage de 
Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils component au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire. 
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- les foDctions NH3 libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des 
susdits residus pouvant etre egalement substituees par au moins une molecule 
qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 
foQCtions NH3'*" libres. 

15. Conjugue polymerique selon la revendication 14, et tel que defini 
selon Tune des revendications 2 a 5, ou contenant un groupement polymerique 
de formule selon Tune des revendications 6 a 10. 

16. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 a 13, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 14 ou 15, pour la transfection in 
vitro ou ex vivo de cellules a Taide d*un gene, notamment ceux defmis a la 
revendication 12. 

17. Utilisation d'un complexe ou d'un conjugue selon la revendication 16,. 
caracterise en ce que les cellules sont choisies parmi: 

* des cellules souches hematopoietiques; 
' cellules du foie; 

- cellules des muscles squeleniques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes, 
. keratinocytes, 
. cellules dendritiques, 
. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 

. endotbeliales; 
. musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancereuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc... 

18. Methode de transfection in vitro ou ex vivo, caracterisee en ce que Ton 
met en presence un complexe, selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
dans un milieu contenant des cellules a transfecier, dans des conditions telles 
qu'tl y a: 
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- passage du complexe a panir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

- relargage de I'acide nucleique implique dans le susdit complexe dans 
le cytosol des cellules, 

- transcription et expression de Tacide nucleique dans les cellules 
transfectees. 

19. Composition pharmaceutique, caracierisee en ce qu'elle comprend a 
titre de substance active. Tun au moins des complexes selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 13, ou Tun au moins des conjugues selon Tune des 
revcndications 14 ou 15, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

20. Utilisation d*un complexe selon Tune des revendications 1 a 13, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 14 ou 15, pour la preparation d'un 
medicament destine par exemple au traitement de deficience metabolique 
congenitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d'un 
vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 

21. Trousse ou kit comprenant: 

- un conjugue polymerique selon Tune des revendications 14 ou 15, tel 
que la polylysine, substituee par un residu entrainant une diminution des charges 
des groupes NH3+ libres, ce conjugue polymerique ctant apte a comporter 
evcnniellement un signal de reconnaissance, lequel est prealablement fixe ou non 
sur le susdit conjugue polymerique. ledit signal de reconnaissance etant fooction 
de la cellule a cibler, 

- ivenmellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
le syst&me de regulation du susdit gene, 

" reactifs permettant la fixation evenmelle du signal de reconnaissance 
sxir le susdit conjugue polymerique, 

■ des reactifs permettant la formation d'un complexe selon Tune des 
revendications 1 a 13, entre le conjugue polymerique et le gene a transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 




Figure 1 




Figure 1 bis 
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